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泛病原体生物芯片技术快速检测不明原因

腹泻患者病原体
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泛微生物基因芯片能够同时检测多种病原体，具有全

面、快速、无偏向性等优点，目前国际上已有Virochip”1、

Greenechip”l、MDA”等泛病原体芯片，国内也开发了EOPM

(Easy Operating Pathogen Microarray)芯片【4’，本研究利用

EOPM基因芯片检测不明病原体感染的成年人腹泻样本。

1．材料与方法：

(1)EOPM芯片检测：利用天根生化科技(北京)有限公

司病毒基因组DNA／RNA提取试剂盒提取2例腹泻患者的水

样粪便[中国疾病预防控制中心传染病预防控制所腹泻病室

保留的2012年1月北京某地区腹泻症候群监测中常见致病

性细菌(包括致病性弧菌、非伤寒沙门菌、志贺菌、致泻性大

肠埃希菌、弯曲菌、耶尔森菌、嗜水气单胞菌及类志贺邻单胞

菌)分离培养阴性]以及10份正常人粪便样本中的核酸，然

后将10份正常人群粪便样本提取的核酸等量混合作为对

照，参照文献[4]报道的方案进行EOPM芯片检测，将芯片上

每条探针信号值导入基于web界面的EOPM芯片(VC、t,VVv．
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genestone．con．cn：8080／microbiaF cpagejsp)进行判读，并利

用软件对芯片结果进统计学排序。

(2)芯片结果验证：针对轮状病毒VP6基因的保守序列

设计引物，利用PCR对上述2份样本进行PCR检测。引物序

列：Fl：GAC GGV GCR ACT ACA TGG T；R1：GTC CAA

TTC ATN CCT GGT GG。PCR条件：94℃3 min；94℃30 S，

57℃30 S、72℃30 S．45个循环；72℃2 min。扩增产物送北

京诺赛基因组研究中心进行序列测定，然后与GenBank中的

序列进行比对。

(3)粪便样本ELISA检测A组轮状病毒抗原：根据芯片

结果，利用ProSpectTM轮状病毒试剂盒(美国Fisher公司)对

另外37份类似腹泻患者粪便样本(包含上述2份样本)进行

检测。A。。值大于临界值的样本判定为阳性。

2．结果：

(1)EOPM芯片分析：芯片上红绿颜色点阵分布明显。

芯片杂交信号导入软件进行分析，从种的富集度排序上来

看，排在前5位的为Rotavirus A，Faecalibacterium prausnitzii，

Bacteroides vulgatus，Escherichia coli(some_gene)和Human

rotavirus HRUKMI；从属的富集度排序上来看，排在前5位的

为Rotavirus，Bacteroides，Bacteroides．opt，Faecalibacterium．opt

和Parabacteroides．opt。统计学分析显示轮状病毒在2例不明

原因腹泻病例粪便样本中含量最高，见图l。
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注：红色为患者粪便样本杂交信号，绿色为对照杂交信号

图1不明病原体感染的成年人腹泻样本EOPM芯片杂交图

(2)EOPM芯片结果验证：2例不明原因腹泻病例粪便样

本均扩增出长度375 bp的特异性片段，序列比对显示为A组

轮状病毒。

(3)其他腹泻样本验证：根据芯片结果．利用ELISA方法

对包含上述2份样本的37份常见致病性细菌培养阴性的成

年人腹泻粪便样本进行A组轮状病毒抗原检测。结果显示，

37份样本中有i8份样本阳性，阳性率为48．6％。34份样本A

值>0．5(表1)。
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表1不明病原体感染的成年人腹泻粪便样本A组轮状病毒ELISA检测

样本编号性另JJ 蔷 最篙温 腹痛 粪便性状 红细胞数 白细胞数 血常规 篙篓芝篙
1 女 4l 36．3 否 稀0 0 正常 +r0．747、

2 男 32 37．5 是 稀0～2 15～20 正常 +(o．7951

6 女 38 36．4 否 稀0 0 正常 十rO．436、

10 女 24 36．5 否 稀 3～5 15～18 正常 +f1．1801

12 男 34 37，5 否 稀0 0 正常 +(O．3201

13 女 79 36．5 否 稀0 0 正常 -(o．0071
14 男 22 36．3 否 稀0 0 正常 -(o．007、
17 男 2l 37．5 否 稀0 0～1 正常 +rO．209)

18 男 77 38．0 否 水样0 0 白细胞升高，中性粒细胞升高 +(0．3381

19 女 39 36．5 否 水样0 0 正常 -(o．006)

20 女 25 37．6 否 稀0 6～8 正常 一f0．006)

21 女 90 36．4 是 水样0 偶见 正常 +fO．786)

23 女 25 36．4 是 稀 O 0 正常 -(o．0151

24 男 62 36．5 否 稀 偶见0 正常 +f0．2651

25 男 52 36．4 是 稀 l～2 0 正常 -(0．0171

26 女 3l 36．4 是 水样0 0 正常 +f0．2411

27 女 59 36．4 否 水样0 0 正常 +fO．763)

28 男 32 36．5 否 稀0 0 正常 -(0．0071
30 男 25 36．5 是 稀 0 l。2 正常 -(o．0071
31 男 17 36．5 是 水样0 0 正常 -(o．005)

33 女 40 36．4 否 稀0 0 正常 +fo．589)

39 男 56 37．6 是 水样0～3 5～6 白细胞升高，中性粒细胞升高 +(O．869)

52 男 22 36．9 是 稀 偶见0 正常 +(o．248)

53 女 31 36．5 是 稀0 0 正常 一(O．004)

54 男 58 36．4 否 黏液 2—3 10。12 正常 +(1．033)

55 男 30 36．4 否 稀0 3，5 正常 +(0．5171

56 男 65 36．4 否 稀0 0 正常 +(0．142)

57 男 58 36．6 是 水样0 0 正常 -(o．0171
58 女 50 36．4 是 稀0 0 正常 -(o．009)

59 男 16 36．4 否 水样0 3—5 正常 -(o．009)

60 男 57 36．6 是 水样0 5．10 正常 -(o．006)

61 男 22 36．5 是 水样0 0 正常 -(o．006)

62 女 34 36．4 是 水样 3～5 满视野 正常 -(o．014)

63 女 34 36．4 否 稀0 0 正常 -(o．005)

689 男 80 36．4 是 稀0 0 正常 +(0．829)

694 男 32 37．9 是 水样 18～20 lO～12正常 -(o．007)
696 男 53 36．4 否 水样0 0 正常 -(o．013)

3．讨论：本研究病例均为成年人腹泻病例，初期考虑细

菌性腹泻的可能性较大，对霍乱菌、沙门菌、志贺菌进行分离

培养检测，但结果均为阴性，然后采用泛病原体生物芯片对2

例样本进行病毒检测，并利用PCR测序进行验证，结果显示

2例成年人腹泻样本为A组轮状病毒感染。一般情况下A组

轮状病毒通常引起6—24月龄幼儿腹泻¨1。经EOPM芯片进

行检测，结果显示轮状病毒感染的可能性较大。采用针对A

组轮状病毒抗原的ELISA试剂盒进行检测，发现轮状病毒的

感染率较高，提示在成年人腹泻监测中需加强轮状病毒检

测。本研究结果显示，A组轮状病毒感染引起的成年人腹泻

在临床上无特异性表现，易造成漏诊、误诊，应引起临床医务

工作者的重视。
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